INTRODUCTION
Ulcerative colitis (UC) is an inflammatory bowel disease (IBD) that only affects the colonic mucosa. The symptoms and severity of this disease will depend on the extension, inflammatory grade, and activity of the extraintestinal manifestations associated, aspects conferring a significant clinical heterogeneity.
The etiopathogenesis of this disease remains poorly understood. Experimental and observational data suggest that intestinal inflammation arises from abnormal immune reactivity to bacterial flora in the intestine of individuals who are genetically susceptible (1) .
Epidemiologic and linkage studies suggest that genetic factors play a significant role in establishing UC susceptibility. UC has no simple Mendelian pattern of inheritance (2) . As other immune diseases, UC is thought to be a heterogeneous, complex polygenic disease where both genetic and environmental factors play an important role in the disease, and in which multiple interactions between susceptibility and resistance alleles are involved in its pathogenesis (3) .
Human genetic studies, notably the landmark identification within the IBD3 linkage region, have confirmed a genetic influence on UC. The IBD3 "locus" encompasses the major histocompatibility complex (MCH) region on chromosome 6 (6q), which contains over 200 genes. An association between genes in the major histocompatibili-ty complex (MHC), particularly HLA genes (class I and II), and UC has been repeatedly described. Although most studies have focused on HLA class II genes, there is interest in the role of cytokines in UC pathogenesis, and in the polymorphic genes that may influence cytokine secretion (4, 5) .
The most consistently described associations have been between UC and HLA-class II alleles, especially with HLA-DR2 (6) and HLA-DRB1*0103. Two subtypes of DR2, DRB1*1501 and DRB1*1502, have been associated with disease or disease extension in different populations (7) . The rare DRB1*0103 allele has been repeatedly associated with disease susceptibility, extensive disease, more severe forms of disease, and extraintestinal manifestations (8) .
A variety of genes coding for various proteins involved in immune regulation have been postulated as possible candidates to disease susceptibility genes, including cytokines such as interleukin-10 (IL-10) among others. IL-10 is a regulatory cytokine with several functions (9) . Recently, we have also shown that IL-10 polymorphisms contribute to susceptibility in Crohn´s disease (CD) and UC in our Spanish population (10) . As IL-10 polymorphisms appear to confer a higher risk for IBD in the Spanish population, the present study examines genotype-phenotype correlations in UC.
MATERIAL AND METHODS

Study population
We studied a cohort of 215 Caucasian unrelated consecutive patients with UC who were recruited in the Unit of Inflammatory Bowel Disease (IBD) of a single tertiary referral center (Hospital Clínico San Carlos) in Madrid, Spain. The diagnosis of UC was based on standard clinical, radiographic, endoscopic, and histologic criteria (11) . Phenotypic details were obtained by reviewing clinical charts and through personal interviews with patients. A surgical procedure was recorded when colectomy was indicated in patients intractable with medical therapy, and for those with massive hemorrhage, colonic perforation, and unresolving toxic megacolon. Disease distribution was simplified into two groups: extensive UC, meaning those with total or subtotal colitis (beyond the splenic flexure), and non-extensive disease, meaning disease limited to the left colon, including patients with left colitis, proctosigmoiditis, and proctitis. The distribution was assessed both macroscopically and microscopically at the time of diagnosis and at subsequent colonoscopies. The maximum extent recorded was used in the qualification for this study. All patient data were recorded by an IBD Unit gastroenterologist who was blinded to patient genotype status.
Genotyping
Regarding IL-10 polymorphisms, IL-10G and IL-10R microsatellites were amplified using primers and conditions previously described (12) . Blood samples were subsequently denatured and processed by an ABI Prism 3100 automatic sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Each sample included an internal size standard (HD400 ROX, Applied Biosystems) in order to achieve a highly consistent measure. Results were analyzed using GeneMapper v3.0 (Applied Biosystems).
As previously described (13), a combined amplification of IL-10G microsatellite and both -1082 and -819 SNPs was performed. Our typing method allowed direct haplotype construction.
Statistical analysis
Nominal variables were summarized according to their frequencies distribution. Ordinal variables were summarized using their mean and range values. IL-10 polymorphism frequencies in UC patients were compared using the χ 2 test or Fisher's exact test when the expected value was less than 5; p values were considered significant when < 0.05. Odds ratio (OR) and p values were calculated using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS), version 10.07 for Windows (SPSS Inc., Chicago, Ill. USA).
RESULTS
Our cohort of 215 patients with UC included 129 (60%) men and 86 (40%) women. Mean age at diagnosis was 35 years (range 10-78) in men, and 38 years (range 3-42) in women. The mean duration of follow-up was 11.8 years (range 3-42). Disease distribution for UC patients was extensive in 88 (40.9%) and non-extensive in 127 (59.1%).
Genotype-phenotype correlations are shown in tables I and II. Neither disease extension, nor risk factors, clinical manifestations, or treatment modalites were associated with either IL-10.G14 or -1082G/G alleles.
DISCUSSION
IL-10 is a regulatory cytokine that has several functions; one important role is to act as an inhibitor of the development of Th1 cells, activated macrophages, and their products -interleukin-12 (IL-12), tumor necrosis factor (TNF), and interferon-gamma (IFN-γ). Even though usually considered an inhibitory cytokine, it also has stimulating effects (e.g. B-cell proliferation) (9) . However, the biology of IL-10 is highly complex. In addition to a down-regulation of immunity, both human IL-10 and murine IL-10 exert immunostimulating effects by up-regulating MHC class II expression on B lymphocytes, and inducing cytotoxic T-cell differentiation and increased immunoglobulin production (14) .
The therapeutic experience with IL-10 in animal models of colitis is very encouraging. IL-10-knockout mice develop chronic enterocolitis similar to CD, and these mice respond to monoclonal antibody treatment, as is the case with IBD patients. Consistent with this, there have been preliminary reports of clinical symptom relief in CD following the administration of human recombinant IL-10 (rhuIL-10). Unfortunately, enthusiasm was dampened by the results of two multinational, multicenter studies reporting on the efficacy and safety of daily subcutaneous injections of rhuIL-10. However, it is possible that response to IL-10 is limited to a subgroup of patients. Interleukin-10 (IL-10); ulcerative colitis (UC); number (no.); percentage (%). Recently, some novel alternative approaches, including the use of genetically modified Lactococcus lactis, IL-10-containing gelatine microspheres, adenoviral vectors coding for IL-10, and combining regulatory T cells, may ensure a truly local, tissue-specific and therapeutic delivery of IL-10 (14). The IL-10 gene is located on the long arm of chromosome 1. Three single basepair substitutions have been identified: -1082, -812 and -592 upstream of the transcriptional start site, and two microsatellite loci -IL10.G and IL10.R. In caucasians, the possibility of IL-10 mutation has led to studies with different results (15) (16) (17) (18) . Recently, we performed an association analysis of IL-10 polymorphisms (microsatellites and promoter SNPs) in a large sample size of Spanish patients with IBD. Our data showed an association between CD and 2 alleles: the IL-10.G14 microsatellite allele and the -1082G allele in the IL-10 gene promoter region. Our major finding in this study was that the combined presence of both alleles in an individual notably increased the risk for CD. Interestingly, a similar but weaker effect was observed in patients with UC (IL-10.G14 microsatellite and homozygous -1082 G/G) (10) . Studies have shown an association with a reduced frequency of the -1082G allele in patients with IBD, particularly UC. This was accompanied by a reduced frequency of the homozygous -1082G/G high IL-10 producer genotype in UC patients, and an increase in the homozygous -1082A/A low IL-10 producer genotype in UC (16, 19) . UC is associated with a relative excess of Th-2 cytokines, including IL-10. A study demonstrated a differential expression of surface markers on cells infiltrated in the colonic mucosa of UC patients, with a Th-2 polarized response in ulcer margins, suggesting that a Th-1/Th-2 imbalance might be responsible for disease progression. Hence, IL-10 may be critical in determining an individual´s susceptibility to UC, as well as its clinical phenotype with regard to extent of disease (18) . In this study, this has not been proved.
Table II. Phenotypic frequencies of -1082 polymorphism in homozygous (G/G) and heterozygous (G/A) or homozygous (A/A) UC patients
This study has shown that in Madrid's Spanish population polymorphisms in the IL-10 gene contribute to UC susceptibility, but not to the establishment of any diseasespecific phenotype. A molecular classification of UC will be required in the future.
RESUMEN
Introducción y objetivo: el gen de la interleuquina 10 (IL-10) tiene un papel clave en la regulación de la inflamación intestinal en la enfermedad inflamatoria intestinal. Recientemente hemos descubierto que dos polimorfismos del gen de la IL-10, el microsatélite IL-10.G14 y ser homocigoto -1082G (guanina en la posición 1082 del gen promotor de la IL-10) son marcadores de susceptibilidad para padecer colitis ulcerosa (CU). No existen datos que demuestren si estos polimorfismos de la IL-10 se correlacionan con las características fenotípicas de la CU. En este trabajo se estudia la relación entre estos polimorfismos del gen de la IL-10 y las diferentes características fenotípicas de la CU.
Material y métodos: se estudió una cohorte de 215 pacientes españoles no emparentados que son atendidos habitualmente en la consulta de un único centro hospitalario. Todos los pacientes fueron rigurosamente fenotipados y seguidos clínicamente durante al menos 3 años (tiempo medio de seguimiento 11,8 años). El fenotipaje se realizó antes de conocer el genotipo de los pacientes. El genotipaje se realizó según las técnicas habituales de reacción en cadena de la polimerasa.
Resultados: se incluyeron 129 (60%) hombres y 89 (40%) mujeres. La edad media en el momento del diagnóstico fue de 38 años, rango (8-83). La extensión de la CU fue colitis izquierda en 127 (59,1%) pacientes y extensa en 88 (40,9%). Ninguna de la svariables fenotípicas estudiadas se asoció con la presencia o ausencia de los polimorfismos (microsatélite IL10G14 y homocigoto para el alelo -1082G) relacionados con la susceptibilidad a sufrir CU.
Conclusiones: en la población española del área de Madrid, los pacientes con CU que son portadores del microsatélite IL10G14 y/o homocigotos -1082G del gen promotor de la IL-10 no se correlacionan con ninguna característica fenotípica de la enfermedad.
Palabras clave: Colitis ulcerosa. Gen de la interleuquina-10. Fenotipo. Enfermedad inflamatoria intestinal.
ABREVIATURAS
CU: colitis ulcerosa; EC: enfermedad de Crohn; EII: enfermedad inflamatoria intestinal; IL-10: interleucina-10; IFN-γ: interferon-gamma; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; SNP: single nucleotide polymorphism; TNF: factor de necrosis tumoral.
INTRODUCCIÓN
La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad inflamatoria intestinal (EII) que afecta a la mucosa del intestino grueso. Los síntomas y la gravedad de este proceso dependerán de la extensión, del grado de actividad inflamatoria y de las manifestaciones extraintestinales asociadas a la enfermedad, aspectos que le confieren una importante heterogeneidad clínica.
La etiopatogenia de la CU es desconocida. La teoría más aceptada indica que la disregulación de la respuesta inmune del huésped frente a la flora bacteriana residente y a otros antígenos intraluminales en sujetos susceptibles genéticamente juegan un papel clave en la patogenia del daño tisular en la CU (1).
El papel de los factores genéticos en la CU se basa fundamentalmente en datos epidemiológicos, que incluyen estudios en gemelos, de agregación familiar y asociación con síndromes genéticos bien caracterizados (2) . La CU no sigue un patrón genético Mendeliano simple, es una enfermedad poligénica donde las interacciones entre múltiples factores genéticos y ambientales influyen tanto en la susceptibilidad para padecerla como en las características fenotípicas de la enfermedad (3).
Entre las diferentes áreas del genoma humano, que se han relacionado con la susceptibilidad para padecer CU destaca el área o "locus" conocido como IBD3, localizado en el brazo corto del cromosoma 6 (6q). En esta región se localiza el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) que contiene más de 200 genes, la mayoría de ellos están relacionados con el reconocimiento de los antígenos de histocompatibilidad (HLA tipo I y II) y la regulación de la inflamación (4, 5) .
Las asociaciones más consistentes entre la CU y el HLA de clase II se producen entre el HLA-DR2 (6) y el HLA-DRB1*0103, que además de ser genes de susceptibilidad se asocian con determinadas características fenotípicas de la CU. Dos subtipos del DR2, el DRB1*1501 y el DRB1*1502, se relacionan con una mayor extensión de la colitis en diferentes poblaciones (7) . El haplotipo HLA-DRB1*0103 se asocia con formas más severas de la CU, la necesidad de cirugía y una mayor frecuencia de manifestaciones extraintestinales (8) .
La interleuquina-10 (IL-10) es una citoquina reguladora del sistema inmune con funciones diversas (9) que podría ser responsable de la progresión de la CU y por lo tanto influir en el fenotipo de la enfermedad. Recientemente hemos encontrado en la población española una asociación entre diferentes polimorfismos del gen de la IL-10 y la susceptibilidad para padecer EII, tanto CU como enfermedad de Crohn (EC) (10). El hecho de que la IL-10 tenga un papel relevante en la regulación de la inmunidad en la CU, y que determinados polimorfismos del gen de la IL-10 confieran susceptibilidad para padecer CU, nos ha hecho investigar en el presente trabajo si estos genes de susceptibilidad para la CU se asocian con alguna característica fenotípica.
MATERIAL Y MÉTODOS
Población y fenotipaje
Estudio de cohortes prospectivo en el que incluyeron 215 pacientes consecutivos no emparentados entre ellos, diagnosticados de CU, que han sido seguidos de forma habitual durante al menos 3 años en la Unidad de EII de un hospital terciario de Madrid. El diagnóstico de CU se realizó según los criterios clínicos, radiológicos, endoscópicos y anatomopatológicos descritos por Lennard-Jones (11) . Las características fenotípicas se obtuvieron de las datos existentes en la historia clínica y mediante entrevista personal con los pacientes. El tratamiento quirúr-gico se incluyó cuando la colectomía se realizó en pacientes refractarios al tratamiento convencional, y aquellos con hemorragia masiva, perforación de colon o megacolon tóxico sin respuesta al tratamiento médico. Los pacientes con CU se dividieron en dos grupos según la localización de la enfermedad: colitis extensa cuando la afectación sobrepasa el ángulo esplénico y colitis izquierda cuando la inflamación se limita al colon izquierdo, incluyendo las proctitis, las proctosigmoiditis y las colitis hasta el ángulo esplénico. Se incluyeron en un grupo o en otro en función de la máxima extensión ya fuese macroscópica o microscópica en el momento del diagnóstico o en cualquier otra colonoscopia. Todos los datos fueron recogidos por un gastroenterólogo de la Unidad de EII que era ciego a los datos obtenidos durante el genotipaje de los pacientes.
Genotipaje de los polimorfismos del gen de la IL-10
Los microsatélites IL-10G y IL-10R fueron amplificados usando los primers y condiciones descritas previamente (12) . Las condiciones de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fueron las generales para todos los microsatélites y tras comprobar la reacción en geles de agarosa, analizamos los fragmentos de DNA amplificados y marcados con fluorocromos en el secuenciador automáti-co (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Los resultados se obtuvieron mediante el GeneMapper v3.0 (Applied Biosystems).
Como hemos descrito previamente (13), se realizó de forma combinada la amplificación del microsatélite IL10G y los SNP en las posiciones -82 y -819.
Análisis estadístico
Las variables cualitativas se resumieron en valor absoluto y según su distribución de frecuencias. Las variables cuantitativas se resumieron en su media y rango. El estudio de asociación para variables cualitativas se efectuó mediante el test de Chi cuadrado (χ 2 ) y cuando, al menos, más del 25% de los valores esperados eran menor de 5 el test de Fisher. En todos los contrastes de hipótesis se rechazo la hipótesis nula con una p < 0,05. El análisis estadístico se realizó mediante el Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versión 10.07 para Windows (SPSS Inc., Chicago, Ill. EE.UU.).
RESULTADOS
Eran hombres 129 (60%) con una edad media al diagnóstico de 35 años, rango . Y 86 (40%) mujeres con una edad media al diagnóstico de 38 años, rango . La duración media del seguimiento clínico de la enfermedad fue de 11,8 años, rango (3-42 años). La extensión de la CU fue colitis extensa en 88 (40,9%) pacientes y colitis izquierda en 127 (59,1%).
El microsatélite IL10.G14 estaba presente en 38 pacientes (17,7%) . No se observaron diferencias estadísti-camente significativas en la distribución fenotípica en función de la existencia o no de este microsatélite (Tabla I).
Eran homocigotos (doble guanina -G-) en la posición -1082 del gen promotor de la IL-10, 52 pacientes (24,2%) con CU. Cuando se compararon los pacientes homocigotos frente a los que no lo eran, no se observaron diferencias estadísticamente significativas de las características fenotípicas entre los dos grupos (Tabla II).
DISCUSIÓN
La IL-10 es una de las principales citoquinas inmunorreguladoras con múltiples funciones en el control de la inflamación intestinal. Entre sus efectos biológicos más importantes destaca la inhibición de citoquinas secretadas por macrófagos activados como son la IL-12, el factor de necrosis tumoral (TNF) y el interferon gamma (IFN-γ). La IL-10 inactiva los linfocitos T al inhibir la expresión de coestimuladores y moléculas de HLA de clase II y frena de esta forma las reacciones de la inmunidad celular. Por otro lado, se ha observado que tiene un efecto estimulador sobre la proliferación de los linfocitos B, que condiciona un incremento en la producción de inmunoglobulinas (14) .
La IL-10 tiene importancia en la creación de modelos experimentales como son los ratones knock-out para la IL-10 que desarrollan una enterocolitis similar a la EC además estos ratones responden al tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-TNF, como sucede en los huTabla I. Comparación de la distribución fenotípica de los pacientes con CU en función de la presencia o la ausencia del microsatélite G14 del gen de la IL-10 manos. Varios estudios clínicos han demostrado que la administración sistémica vía intramuscular o subcutánea de IL-10 humana recombinante (rhuIL-10) fue segura y bien tolerada aunque con una modesta eficacia en los pacientes con EC. Las diferencias observadas entre los estudios hace pensar que la respuesta al tratamiento con IL-10 está limitado a un subgrupo de pacientes con EII. Actualmente se está intentando depositar la IL-10 de forma local sobre el área del intestino afectada para conseguir concentraciones más altas sin apenas efectos secundarios mediante la utilización de Lactococcus lactis modificados genéticamente, microesferas gelatinosas con IL-10 y vectores como los adenovirus que codifican IL-10, que en un futuro pueden tener un papel relevante en el tratamiento de la EII (14) . El gen de la IL-10 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 1 y se compone de dos microsatélites IL10.G y IL10.R y tres áreas polimórficas localizadas en el gen promotor de la IL-10, en posiciones -1082, -812 y -592. Estos alelos polimórficos han sido estudiados en diferentes poblaciones caucásicas con resultados contradictorios (15) (16) (17) (18) . Recientemente hemos puesto de manifiesto que en la población española el alelo IL10.G14 del microsaté-lite y el alelo -1082G localizado en la región del gen promotor de la IL-10 confieren susceptibilidad para sufrir EC. Esta asociación es más fuerte cuando en un solo individuo se combinan los dos alelos. El mismo efecto, pero con una asociación más débil, se puede observar en la CU, con el alelo IL10.G14 y la homocigosis del alelo -1082*G/G (guanina en la posición -1082), cuando se compara con los controles (10) . Precisamente los pacientes con EII y homocigotos en la posición -1082*G/G sintetizan de forma significativa más cantidad de IL-10 que los individuos que son heterocigotos -1082*G/A y los que son homocitogos al otro polimorfismo -1082*A/A (adenina es esta posición) (16, 19) . Coincidiendo con estas observaciones, en la CU existe un exceso de citoquinas producidas por linfocitos Th2 entre las que destaca la
